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Introduccion. La enfermedad de Chagas causada por
Trypanosoma cruzi, es una enfermedad ampliamente
distribuida en México para la cual no existe un farmaco
totalmente eficaz o vacuna. Se propone una ruta de sintesis
para generar un heterociclo hidroquinazolénico con posible
actividad antiparasitaria que pueda ser util en diferentes
etapas de la enfermedad y que presente sustituyentes que
mejoren su actividad sobre enzimas clave (1).

El presente trabajo tiene como objetivo desarrollar
aproximaciones sintéticas para la obtencién de heterociclos
derivados de hidrazina con posible actividad antiparasitaria

Metodologia. La ruta se sintesis para obtener el heterociclo
hidroquinazolénico (Figura 1) muestra la reaccién inicial
entre hidrazina y 2-nitrobenzaldehido para obtener 2, que
después se reduce con Pd-C(10%) para obtener 3, este
intermediario reacciona con cloroformiato de etilo para
generar 4 que a su vez se hace reaccionar con NaBHs y
Metanol en agitacion moderada para finalizar con el
heterociclo 5.
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i) Cl2NzHs, piridina. i) Pd-C (10%), H2, MeOH. iii) C2HsOCOCI,
piridina.  iv)NaBH,, EtOH

Figura 1. Ruta de sintesis propuesta para obtener 5.

Resultados y discusion. La ruta de sintesis descrita en la
Figura 1 resulté satisfactoria para cada uno de los pasos ahi
identificados, conduciendo a la formacion del heterociclo
hidroquinazol6nico 5 en rendimiento del 51%; cada uno de
los intermediarios fue caracterizado por RMN de H y 13C,
ademas el producto final se cristalizo a través de un sistema
de evaporacion lenta usando DMSO-d6 como disolvente, la
cristalografia del intermediario 5 se muestra en la figura 2 y
el resultado del andlisis cristalografico indica un sistema

P21/c con valores de celda de a = 7.5046 (3)A, b = 20.7529
(11)A 'y ¢ = 11.1743 (4)A, con a = 90.000 (0) °, B = 97.890
(3) °y ¥ =90.000 (0) °, generando asi un sistema cristalino
monoclinico. Se realizo una primera aproximacion de la
unién del ciclo hidroquinazolonico con enzimas clave de
T.cruzi, una cistein proteasa (cruzaina) y una reductasa
(tripanotion reductasa), la figura 3 muestra la aproximacion
generada del intermediario 5 con la enzima cruzaina.

Figura 2. Diagrama ortep para el ciclo hidroguinazolénico.

Figura 3. Interaccion del ciclo hidroguinazoldnico sobre cruzaina.

Conclusiones y  perspectivas.  Se  realizaron
aproximaciones  sintéticas para la obtencion del ciclo
hidroquinazoldnico, ademas se caracterizaron todos los
intermediarios por RMN !H y 12C, asi como el ciclo
hidroquinazolénico por difraccion de rayos X. Se realizaron
una serie de aproximacion moleculares (Docking) para el
ciclo hidroguinazolénico sobre Tripanotion reductasa y
cruzaina, obteniendo buenas aproximaciones.
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1. MARCO TEORICO

1.1 PARASITOS

Un pardsito es un organismo que vive sobre o dentro de un organismo huésped de distinta
especie, su subsistencia depende de la adquisicién de alimento a expensas del hospedero y de
generar las condiciones necesarias para evadir las defensas de las cuales el hospedero dispone
para su eliminacién.

Todos los parasitos generan afectaciones al huésped que pueden presentarse como deficiencias
vitaminicas o proteicas, enfermedades del tracto digestivo, pulmonares o coronarias e inclusive
afectaciones neuronales que pueden llegar a la muerte del huésped, aunque en general, los
parasitos no matan a su hospedero ya que esto desembocaria en su propia muerte. Existen tres

tipos principales de parasitos que pueden causar enfermedades a los seres humanos, estos son:

los ectoparasitos, los helmintos y los protozoarios (Figura 1).

Figura 1. Vista microscdpica de un ectoparasito (izquierda) y fotografia microscépica de un
helminto (al centro) y de un protozoario (derecha).

Los ectoparasitos incluyen a una variedad de organismos en los cuales se pueden encontrar a
los artrépodos hematdéfagos, garrapatas, pulgas, piojos y dcaros, que viven sobre o en la piel y se
alimentan de las células epidérmicas muertas, estos parasitos son vectores de transmisiéon de
enfermedades que se adquieren por el huésped cuando el parasito se alimenta o defeca, aunque
también pueden causar afectaciones cuando se encuentran en grandes cantidades sobre el
huésped como dermatitis o necrosis de piel *.

Los helmintos son entes multicelulares de tamano variado menos organizados celularmente
gue los ectopardsitos, los cuales en su etapa adulta son facilmente visibles e incapaces de
multiplicarse en el huésped; en su mayoria son parasitarios y ocasionan enfermedades severas

para el cuerpo, se introducen al huésped a través de alimentos contaminados y generan quistes
1
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que facilitan su supervivencia y capacidad de infeccién?, las enfermedades causadas por los
helmintos generalmente son asintomaticas y se presentan en el tracto digestivo causando
alteraciones nutricionales severas.

Los protozoarios son organismos eucariontes unicelulares de caracter parasitario en la mayoria
de los casos, son menos complejos que los helmintos y son capaces de sobrevivir en los seres
humanos con gran facilidad a pesar de la carencia de pared celular; su transmision se efectia de
humano a humano por la via fecal-oral o por artrépodos vectores en el caso de los protozoarios
qgue infectan tejidos o sangre; generan enfermedades de leves a severas en el huésped infectado y
tienen la capacidad de iniciar una infeccién en el huésped a partir de una sola célula, estan
ampliamente distribuidos tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo y generan
enfermedades como la amibiasis, la giardiasis, la enfermedad del suefio y la enfermedad de
Chagas, estas ultimas causadas por dos diferentes especies de tripanosomas, Trypanosoma brucei

(T. brucei) y Trypanosoma cruzi (T. cruzi).

1.2 TRIPANOSOMAS

Los tripanosomas pertenecen a un grupo bioldgico amplio del reino Eucariota, clase Euglenoza,
orden Cinetoplastida, que se caracterizan por la presencia de un organelo particular denominado
cinetoplasto y por utilizar dos huéspedes para completar su ciclo de vida, uno invertebrado y otro
vertebrado®, dentro del género existen especies que son de vida libre y especies parasitarias, de
los cuales T. brucei y T. cruzi han sido ampliamente estudiadas por su patogenicidad en humanos.

Estas especies pertenecen a la familia Tripanosomatidae pero difieren en aspectos biolégicos, el
vector de transmisidn y la capacidad infectiva. T. brucei vive y se replica en el torrente sanguineo,
es inoculado al huésped a través del piquete del vector de transmisidn y desarrolla la enfermedad
del suefio, una enfermedad endémica en 36 paises del Africa subsahariana en donde la mosca
tsetsé, que es el vector de transmisién, habita.

Por otro lado T. cruzi es un parasito intracelular, es depositado in situ a través de las heces del
vector hematéfago (chinches) y cuando ha infectado al huésped genera la enfermedad de Chagas?,
la cual estd ampliamente distribuida en el continente americano, presentandose con mayor
incidencia en Centroamérica y la parte baja de Norteamérica (Figura 2), el vector de esta
enfermedad se encuentra muy bien distribuido a pesar de que se han realizado campafias contra
su reproduccion *; las enfermedades parasitarias, como la enfermedad de Chagas, se encuentran

dentro de las 10 enfermedades mas letales en América latina que afectan a la poblacién en todas

2



Aproximaciones sintéticas para la obtencién de heterociclos derivados de hidrazina con posible actividad antiparasitaria

las etapas de crecimiento, en todos los niveles econdmicos y en especial, en México, en todos los

estados del pais.

CANADA
< 0.1 Million
Cases

. | uNITED STATES
e 0.3 - = 1 Million
[ L Cases e

......

Stabe 121000000

Figura 2. Distribucién del nimero de casos de T. cruzi estimados en Norteamérica (2013)°.

1.3 ENFERMEDAD DE CHAGAS

La enfermedad de Chagas (definida asi por Carlos Chagas en 1909) o tripanosomiasis americana,
es una enfermedad generada por el parasito T. cruzi, antes mencionado, se considera una
afectacion endémica en el continente americano y una enfermedad recurrente en otras partes del
mundo; se calcula que alrededor de 7 a 8 millones de personas estan infectadas con este parasito,
la mayoria de ellas en América latina®, en donde la enfermedad es transmitida a partir de las heces
fecales del vector hematdfago infectado con el parasito, aunque la infeccion también puede
generarse por el consumo de alimentos contaminados, transfusién de sangre u drganos
infectados, transmisidn congénita e incluso exposicién prolongada al patégeno®’.

El pardsito depende de dos ciclos de vida diferentes, el primero dentro de un huésped
invertebrado como lo es Triatoma barberi, conocido coloquialmente en México como chinche
besucona (Figura 3), y el segundo dentro de un huésped vertebrado (humano); en el primer ciclo
el pardsito se desarrolla hasta una etapa conocida como tripomastigote metaciclico que se
encuentra en las heces de la chinche, y en el segundo ciclo, dentro del huésped vertebrado, el
parasito se desarrolla hasta un estadio de amastigote intracelular que puede diferenciarse a su vez

7,8,10

a tripomastigote (Figura 4) que participa en la infeccion de una gran variedad de células en
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especial del tracto digestivo y cardiacas’, siendo estas ultimas las mds afectadas cuando la

enfermedad se vuelve crénica.

Figura 3. Triatoma barberi (chinche besucona).

La enfermedad tiene dos fases claramente diferenciadas, la fase aguda y la fase crénica, la
primera de ellas es generalmente asintomdatica aunque pueden existir padecimientos menores
como fiebre y nauseas, tiene una duracién de dos a tres meses después de la infeccidén inicial y en
ella una gran cantidad de pardsitos circulan a través del torrente sanguineo; en la segunda fase los
pardsitos se acumulan en las células del tracto digestivo y del corazdn, daifando estos organos y

generando enfermedades severas que desembocan en la muerte del infectado.

f\c gf

Amastigote Epimastigote Tripomastigote

Figura 4. Estadios del parasito en el cuerpo del huésped vertebrado e invertebrado™.

1.3.1 ENFERMEDAD DE CHAGAS EN MEXICO

En México entre uno y tres millones de personas estan infectadas con T. cruzi y 30 millones estan
en riesgo de ser infectadas'?, las zonas en donde se desarrollan cuadros clinicos de la enfermedad

con mayor frecuencia son la ciudad de México y Puebla (Figura 5) aunque no precisamente sean
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las zonas con mayor diseminacion del vector y del parasito, esto se debe a la proximidad de ambas

zonas con estados de la republica que sufren de la enfermedad con mayor intensidad.

Cases by state

= Tdot= 1 case

Figura 5. Distribucion de casos registrados en el Sistema de Salud.

T. cruzi se presenta con mayor frecuencia en estados en donde la poblacion carece de servicios
basicos como lo son el agua potable, luz y drenaje, generando asi las condiciones idoneas para
exponer al huésped humano al vector transmisor, estos estados son Jalisco, Guerrero, Oaxaca,
Chiapas, Veracruz y Morelos™ (Figura 6), de los cuales sélo Veracruz y Morelos realizan tres
pruebas seroldgicas para confirmar la enfermedad de Chagas, las cuales son recomendadas para
iniciar con el tratamiento de la enfermedad, los estados restantes solo realizan dos pruebas
seroldgicas antes de comenzar el tratamiento y la Ciudad de México, en donde se tiene la mayor

concentracién de personas infectadas, no realiza algun tipo de prueba seroldgica (Figura 7).

ﬁ__l;i“w_ . Range of total cases
IkL‘\ \lkﬂﬁ\l L -_ |-_| 12-24
Do j A L 26-45
B I 50200
- : . B 212 - 083

B 1005 - 3236

Figura 6. Distribucion de la enfermedad en la Republica Mexicana.
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Marco analitico existente en la RNLSP para el Diagnostico
Seroldgico de Chagas

[
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Figura 7. Distribucion de la cantidad de pruebas seroldgicas por estado.

El 67% de los casos de tripanosomiasis causada por T. cruzi, terminan en la muerte del
infectado™ por efecto de las lesiones ocasionadas al corazén, el tracto digestivo y muerte subita

por el deterioro de células neuronales.

1.4 TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

AUn no existe algun tipo de vacuna para el tratamiento de enfermedades parasitarias, pero existe
una amplia variedad de medicamentos que pueden servir en el tratamiento contra T. cruzi y se
destacan por tener accion terapéutica contra las formas amastigotas del parasito, debido a que las
formas de tripomastigote y epimastigote se diferencian de la primera mencionada; estos farmacos
son de naturalezas diversas.

Dentro de estos fdrmacos que pueden servir contra el enfermedad de Chagas se encuentran el
Alopurinol, Itraconazol y Posaconazol, Butionina-Sulfaximina, Cruzipaina y Miltefosina,
Benznidazol, Nifurtimox y Alcaloides o derivados de Isoquinolinas naturales (Figura 8), todos
éstos tienen diferentes mecanismos de accién contra el patégeno y entre ellos el mas selectivo en
el tratamiento es la Butionina-Sulfoximina que inhibe una enzima especifica de los protozoos
cinetoplasticos llamada tripanotidon reductasa; por razones éticas y de eficacia los Unicos que
pueden utilizarse para el tratamiento contra la infeccién en humanos son Benzimidazol y
Nifurtimox™; la familia de los benznidazoles acttan inhibiendo la sintesis de proteinas en el
parasito ocasionando la degradacion de macromoléculas estructurales y eventualmente la muerte
del mismo y Nifurtimox actla generando radicales libres que desgastan al parasito hasta la
muerte, ambos se comenzaron a utilizar en el tratamiento contra la enfermedad entre 1970 y

. . ’ . . ,13,14
1980 mediante un tratamiento empirico que eventualmente funciond 314
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Figura 8. Estructuras de los diferentes farmacos que pueden usarse en el tratamiento contra T. cruzi.

MEtiIfBSing

1.5 HIDROQUINAZOLONAS COMO POSIBLES INHIBIDORES SELECTIVOS DE ENZIMAS
ESPECIFICAS DEL PARASITO.

Se ha descrito una variedad amplia de dianas terapéuticas contra T. cruzi, de las cuales las mas
importantes son aquellas que sélo el parasito genera para su supervivencia, de esta forma, al ser
el parasito el Unico que depende de estas proteinas se puede inhibir su crecimiento vy
reproduccién al inhibir la accién enzimdatica de estas dianas; entre las principales enzimas que se
han estudiado para combatir a este pardsito se encuentran la farnesil pirofosfato sintasa, la trans-

sialidasa, la a-hidroxidcido deshidrogenasa, la cruzaina y la tripanotion reductasa.

1.5.1 FARNESIL PIROFOSFATO SINTASA

La farnesil pirofosfato sintasa en una enzima involucrada en la ruta metabdlica del mevalonato,
gue es un intermediario en la sintesis de colesterol, se compone de 362 residuos de aminoacidos
incluido un ion de Mg2+; se ha descrito que en las etapas de crecimiento y proliferacion del
parasito el pirofosfato se sintetiza a una velocidad alta y se acumula en el organismo con una tasa
incluso mayor que la adenosin trifosfato, de esta forma, se cree que puede inhibirse el crecimiento
del parasito al inhibir la enzima encargada de generar el pirofosfato; los inhibidores propuestos
para detener la catdlisis realizada por esta enzima tienen propiedades estructurales que les

permitan funcionar como inhibidores, a éstos se les conoce como bifosfonatos y se han
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desarrollado algunos que a través de aproximaciones in silico han demostrado su union a la

enzima®.

1.5.2 TRANS-SIALIDASA

La trans-sialidasa es una enzima compuesta por 632 residuos de aminoacidos y se encuentra
localizada en la superficie del pardsito, es capaz de sustraer residuos de acido sidlico de las
glicoproteinas y glicolipidos del huésped que el parasito es incapaz de sintetizar; el acido sialico es
importante para T. cruzi debido a que a través de esta molécula el parasito adquiere resistencia al
ataque por proteinas del complemento y por anticuerpos con capacidad citolitica. Se han
desarrollado moléculas que inhabilitan esta enzima ocasionando que T. cruzi deje de recibir acido

sidlico, aunque no se ha logrado adin una inhibicién lo suficientemente fuerte hacia esta enzima®.

1.5.3 a-HIDROXIACIDO DESHIDROGENASA

La a hidroxiacido deshidrogenasa es una enzima analoga de la enzima lactato deshidrogenasa que
utiliza NADH reducido como cofactor convirtiéndolo en NAD®, necesario como agente oxidante en
muchas rutas metabdlicas; presenta dos tipos de isoenzimas; la tipo | que usa piruvato y butirato
como sustrato y el tipo Il que utiliza una amplia variedad de cetoacidos como sustratos, de esta
forma se han generado inhibidores competitivos de esta enzima siguiendo como regla la similitud
estructural con los sustratos naturales, aunque las moléculas deben ser incluidas como

profarmacos para poder facilitar su entrada al parasito™.

1.5.4 CRUZAINA Y TRIPANOTION REDUCTASA

La cruzaina (o cruzapaina) es la mayor cistein-proteasa de T. cruzi, tiene un dominio catalitico de
215 residuos de aminoacidos y es expresada en todas las etapas de crecimiento del parasito; se
han desarrollado un amplia gama de moléculas que inhiben a esta enzima entre las cuales se

encuentras las tiosemicarbazonas y los derivados de acil-hidrazina®.

La tripanotién reductasa es una enzima que reemplaza al glutatiéon y la glutation reductasa
intracelular, mecanismo principal del sistema tiol-redox humano que se encarga de las especies

reactivas del oxigeno, es una enzima esencial y se sobre expresa en T. cruzi, es un dimero con un
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peso molecular por unidad de 50000, utiliza NADPH y tripanotion disulfuro como sustratos, cada
mondmero estd compuesto por 4 dominios, el dominio Ill se ha descrito como el dominio
catalitico en donde se puede presentar inhibicion, de esta forma la enzima se vuelve una
importante diana terapéutica que podria utilizarse para combatir la enfermedad de Chagas y

cualquier otra afectacién por protozoos cinetoplasticos como la enfermedad del suefio™.

H
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Figura 9. Esquema de la reaccién catalizada por la enzima tripanotién reductasa®®.

La butionina-sulfoximina no es la Unica molécula capaz de inhibir selectivamente la tripanotion
reductasa, también existen moléculas como las hidroquinazolinas capaces de inhibir
selectivamente y con un bajo ICso a la enzima™.

Se ha demostrado que la inhibicién enzimatica de la tripanotion reductasa depende de que el
inhibidor contenga algunos sustituyentes y grupos funcionales, tales como sustituyentes cortos
sobre el anillo quinazolinico y una cadena alifadtica de tamafio medio sobre el nitrégeno en

posicion 3 del heterociclo, por tanto la sintesis de estructuras analogas a las hidroquinazolonas

podrian inhibir a la enzima con eficacia®.
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2. JUSTIFICACION

La generacion de nuevas moléculas heterociclicas que se sinteticen basadas en parametros
definidos para su acoplamiento con enzimas especificas de un organismo constituye una via mas
eficaz para el combate de enfermedades parasitarias que son de dificil tratamiento y que
comienzan a generar resistencia contra los medicamentos usados clinicamente para su
eliminacién desde hace mas de 40 afios, de esta forma se propone la sintesis de moléculas
derivadas de hidrazina que formen un heterociclo hidroquinazoldnico con sustituyentes que
tentativamente puedan unirse a la enzimas especificas de T. cruzi y de esta manera ser usados en
el tratamiento de enfermedades por parasitos.

Asi mismo se proponen pasos de reaccion mas simples que permiten llegar a heterociclos
dihidroquinazoldnicos de una manera mas eficiente a través del acoplamiento de hidrazina a la

molécula y de reacciones que puedan realizarse facilmente.

10
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

— Desarrollar aproximaciones sintéticas para la obtencidn de heterociclos derivados de

hidrazina con posible actividad antiparasitaria.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Sintetizar intermediarios de hidrazina que sirven de base para generar el heterociclo

propuesto.

— Realizar ensayos para la obtencidon de dihidroquinazolonas a partir de los dimeros de

hidrazonas.

— Caracterizar los intermediarios y la molécula ciclica propuesta por Resonancia Magnética

Nuclear de 'Hy B¢ y difraccién de rayos X.

11
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4. METODOLOGIA

La sintesis de la dihidroquinazolona se llevo a cabo siguiendo las reacciones propuestas en el
esquema de reaccién (Figura 10), que consistié en la preparacion de 2 a partir de 2-
nitrobenzaldehido 1 y clorhidrato de hidrazina, este intermediario se sometié a reduccién
catalitica con Pd y atmédsfera de hidrégeno para reducir los grupos nitro y asi obtener 3. El
siguiente paso se basa en hacer reaccionar 3 con cloroformiato de etilo y generar el carbamato
correspondiente 4, por ultimo se realizd el cierre intramolecular del anillo a través de la adicién de
hidruro al doble enlace de la imina, incrementando el caracter nucleofilico del nitrégeno que actua
sobre el grupo carbonilo del carbamato conduciendo a la formacidn del ciclo dihidroquinazolénico

en rendimientos de (51%).

O,N
NO,
i N ii
XN
.  —— NI — =
—
1 NO, 2
H
HoN \/O\H/N
0 I ]
N
RGN iii J iv
N/ E——

NH, |
4
3 o)
H)I\o/\

O NH |N
\N/t@
r O/J'\H

i) Cl,N;Hg piridina. i) Pd-C (10%), H,, MeOH. iii) C,HsOCOCI, piridina. iv)NaBH,, EtOH

Figura 10. Ruta de sintesis para la obtencidn del ciclo dihidroquinazolénico 5.
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5. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron matraces bola de 50 mL y 100 mL para realizar las reacciones propuestas, asi como
probetas graduadas de 25 mL y 50 mL, vasos de precipitados de 100 mL y 200 mL, barras
magnéticas de agitacion y columnas para realizar las purificaciones. Todos los disolventes
organicos usados son grado técnico y antes de su uso fueron purificados por destilacién
fraccionada. Los reactivos quimicos son grado analitico (Aldrich Co.) y fueron empleados sin
purificar. La purificacion de los intermediarios se realizdé por cromatografia en columna empleando
silica gel 60 (Merck Co, Damstadt Germany) como fase estacionaria y como fase movil se empleo
un sistema de elucion hexano/acetato de etilo. Cada reaccién fue monitoreada por cromatografia

en capa fina (c.c.f) que después fue revelada con un sistema de luz UV.

5.1 EQUIPOS UTILIZADOS DURANTE LA EXPERIMENTACION.

Para la caracterizacion por RMN se utilizd un equipo Varian de 300MHz modelo Mercury, y para la
difraccion de rayos X se utilizo un difractémetro Nonius Kappa equipado con detectores de area

usando radiacion de Mo (Ayoxq = 0.71073 A).

5.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.2.1 Bis-(1E,1’E)-(2-nitrobenzil)hidrazona (2)

NO,

|) ClzNzHG, Piridina.

En un matraz bola de 50 mL se hace reaccionar 2-nitrobenzaldehido (0.5g, 3.30 mmol) con
clorhidrato de hidrazina (0.7g, 6.79 mmol) en 7 mL de piridina, la mezcla se coloca a reflujo en
bafio de aceite con una temperatura de 120°C durante 4 horas. Al finalizar el tiempo de reacciéon
se evapora el disolvente usando rotavapor y se extrae el producto con diclorometano (3 x30 mL) y
agua, la fase organica se seca con sulfato de sodio anhidro, se decanta y se concentra para
obtener 0.82 g de un sélido amarillo 2 (rendimiento 83%)."H NMR (CDCls) & 7.65 (t, 2H, J1 = 6.6,),
7.75 (t, 2H, J1 = 6.6,), 8.1 (d, 2H, J = 8.1), 8.29 (d, 2H, J = 1.5), 9.13 (s, 2H). *C RMN (CDCl5) &
124.80, 128.67, 129.60, 131.27, 133.60, 157.82, 158.51.

13
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5.2.2 Bis-(1E,1’E)-(2-aminobencil)hidrazona (3)

i) Pd-C (10%), H,, MeOH

En un matraz bola de 50 mL se coloca el intermediario 2 (0.4 g, 1.34 mmol) y se disuelve en 7 mL
de etanol, la mezcla se coloca en agitacion por 5 minutos, al finalizar el tiempo de agitacion se
adiciona paladio en carbdn activado al 10% como catalizador (30 mg). La reaccién se agita toda la
noche bajo una atmdsfera de hidrégeno generada a través de un sistema compuesto por un globo
y una jeringa. Se recibe la reaccidn en una columna empacada con celita usando metanol como
sistema de elucién, se recibe un volumen de 150 mL de metanol. El producto se concentra usando
rotavapor para obtener asi 0.31 g del intermediario 3, un liqguido oleoso color marrdén
(rendimiento 97%). ‘*H NMR (CDCls) & 6.21 (s, 4H), 6.72 (m, 4H), 7.19 (t, 2H, J = 1.5), 7.25 (d, 2H),
8.72 (s, 2H). >C RMN (CDCl3) & 114.95, 115.44, 115.54, 131.90, 134.08, 149.49, 164.32.

5.2.3 Bis-(1E,1’E)-(2-etilcarbamatobenzil)hidrazona (4)

~y
N/N\;Q " O/p
N
|

3 o)

A

4

iii) C;HsOCOCI, piridina.

En un matraz bola de 50 mL se coloca el intermediario 3 (0.7 g, 2.93 mmol) junto con 7 mL de
piridina, la mezcla se agita durante 10 minutos y se le agrega cloroformiato de etilo (1.58 g, 14.65
mmol), la reaccién se coloca a reflujo en bafio de aceite con una temperatura de 120°C durante 6
horas. Finalizado el tiempo de reaccién se evapora el disolvente usando rotavapor y el producto se

solubiliza con metanol; se deja cristalizar por evaporacidon lenta a 42°C durante 2 dias y los

14
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cristales resultantes se lavan con etanol hasta obtener un producto cristalino color amarillo de
tamaio medio, los cristales se secan para obtener 0.92 g del intermediario 4 (rendimiento 82%).
'H NMR (CDCl5) & 1.38 (t, 6H, J = 7.2), 4.29 (q, 4H, J = 7.1), 7.11 (t, 2H, J1 = 6.3), 7.46 (t, 2H, J1 =
2.1),7.48 (d, 2H, J = 6.9), 8.48 (d, 2H, J = 8.1), 8.73 (s, 2H), 11.21 (s, 2H). **C RMN (CDCl5) 6 14.66,
61.17,118.41, 118.51, 121.92, 132.63, 134.14, 140.16, 154.00, 165.14.

5.2.4 3-(2-etilcarbamatobenzilimina)hidroquinazolona (5)

iv)NaBH,, EtOH

En un matraz bola de 100 mL se coloca el intermediario 4 (0.7 g, 1.83mmol) en etanol (10 mL), y
la mezcla se agita vigorosamente durante 10 minutos hasta que se ha disuelto la mayor parte del
intermediario. Se coloca la reaccién en un bafio de agua fria y se le adiciona borohidruro de sodio
(2.42 g, 64 mmol) con cuidado y en agitacidn, cuando se completa la adicién se coloca la reaccidn
a reflujo en un bano de aceite con una temperatura de 100°C durante 8 horas. Se le afiade a la
mezcla una solucion de acido citrico al 10% (15 mL) y se evapora el disolvente usando rotavapor,
se ajusta el pH de la mezcla a 10 con una solucién de hidroxido de sodio 3M (1-1.5 mL) y se extrae
con diclorometano (3x25 mL), la fase organica se seca con sulfato de sodio anhidro y se concentra
en rotavapor.

El producto se purifica por cromatografia en columna empleando silica gel como fase
estacionaria y como eluyentes hexano/acetato de etilo (9:1,8:2 y 7:3), se recupera 0.32 g del
intermediario 5 (rendimiento 51%, rendimiento global 33%).'"H NMR (DMSO d-6) 6 1.22 (t, 3H, J =
7.2),4.13 (q, 2H,J =7.1), 4.92 (s, 1H), 6.86 (d, 1H, J = 7.8), 6.96 (t, 1H, J1 = 6.3), 7.10 (t, 1H, J1 =
7.5),7.20 (t, 1H,J1 = 3.6), 7.23 (d, 1H, J = 2.4), 7.34 (t, 1H, J1 = 8.7), 7.57 (d, 1H, J = 8.1), 8.08 (s,
1H), 8.24 (d, 1H, J = 8.7), 9.92 (s, 1H), 11.3 (s, 1H). *C NMR (DMSO d-6) & 14.79, 46.85, 60.86,
114.33, 116.78, 119.05, 121.49, 122.10, 122.56, 126.74, 128.68, 130.17, 132.21, 135.83, 137.97,
142.58, 149.45, 154.26.
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6. DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

La hidroquinazolona sustituida 5 fue preparada de acuerdo al esquema general que inicid con la
reaccion de dimerizacion entre el 2-nitro benzaldehido y el clorhidrato de hidrazina generando el
intermediario 2 en rendimiento cuantitativo (83%). El espectro de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) *H en CDCl; para este intermediario (Figura 11) muestra a frecuencia alta en 6 7.65 ppm
una sefal triple que integra para 2 H, correspondientes a los hidrégenos en posicién 4 y 4’ en la
molécula, en 7.75 ppm se observa una seiial triple que integra para 2 H que corresponden a los
hidrégenos en posiciéon 5y 5. En 8.1 y 8.29 ppm se observan dos dobles que integran para 2 H
cada uno, que corresponden a los hidrégenos en posicion 6, 6’y 3, 3°, respectivamente, por ultimo
en 9.13 ppm se observa una sefial simple que integra para 2 H, que corresponde a los hidrégenos
alifaticos en posicion 7 y 7°. Se puede observar claramente en el espectro la inexistencia de una
sefial simple en campo alto en & 10.43 caracteristica de aldehidos, constatando la ausencia de

materia prima”.

Figura 11. Espectro de RMN *H para el intermediario 2 en CDCls.
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El espectro de RMN 3C para el intermediario 2 en CDCl; (Figura 12) muestra sefiales & 124.80,
128.67, 129.59, 131.56, 133.59, 157.82, 158.51 ppm, correspondientes a las carbonos C2 y C2’, C4
yC4',C6yC6’,C3yC3’, C5yC5,C7yC7 asi como Cly Cl'respectivamente.

][]r!‘i’f\’ll|l?[|Tli\;.II]I]\\:‘n T T

140 120 100 30

Figura 12. Espectro de RMN “3C para el intermediario 2 en CDCl,.

La reaccidén prosiguio con la hidrogenacion catalitica de la Bis-(1E,1’E)-(2-aminobencil)hidrazona
2 mediante el uso de una atmodsfera de hidrégeno y paladio en carbdn activado, culminando en la
generacion de Bis(2-aminobenzil)hidrazona 3 con un rendimiento del 97%. El espectro de RMN 4
en CDCls para este intermediario (Figura 13), muestra a frecuencia alta en § 6.21 ppm una sefial
simple que integra para 4 H, correspondientes a los hidrégenos en el grupo amino; en 6.72 ppm se
observa una sefal multiple que integra para 4 H, generada por dos sefiales aromaticas de la
molécula, una sefial doble para los hidréogenos en C6 y C6’ y una triple para los hidrégenos en C4 y
C4’ que se sobreponen debido al efecto de apantallamiento generado por el ahora formado grupo
amino, que lleva las sefiales a campo bajo y en este caso las sobrepone. En 7.19 ppm se observa
una seial triple que integra para 2 H correspondientes a los hidrégenos en C5y C5’, y en 7.25 se
observa una sefial doble que integra para 2 H que corresponden a los hidrogenos en C3 y C3’, esta
sefial se ve atenuada y es dificil de observar debido a que el solvente (CDCl3) tiene una sefial
caracteristica justo en este desplazamiento quimico, por ultimo en 8.72 ppm se observa una sefial

simple que integra para 2H correspondientes a los hidréogenos en C7 y C7’.
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Figura 13. Espectro de RMN 'H para el intermediario 3 en CDCl;.

La Figura 14 muestra un espectro de resonancia 'H en DMSO-d6 del intermediario 3 donde se
aprecian las sefiales de la molécula que no logran observarse por el efecto del CDCls, a frecuencia
alta, en & 6.56 ppm, se observa una sefial triple que integra para 2H correspondiente a los
hidrégenos en C4 y C4’ e inmediatamente en 6.74 ppm una sefial doble que integra para 2H
correspondiente a los hidrégenos en C6 y C6’. En 7.12 y 7.31 ppm se observan dos sefales, una
triple y una doble, ambas integrando para 2H correspondientes a los hidrégenos en C5y C5’ y C3y
C3’ respectivamente, y por ultimo en 8.77 ppm se observa una sefial simple que integra para 2H
correspondientes a los hidréogenos en C7 y C7’. Las sefiales que se describen para el espectro de
RMN en DMSO-d6 no son las mismas que las descritas para el espectro en CDCls, ésto debido al
efecto del disolvente, en particular en este caso, el DMSO-d6 separa las sefiales y las lleva a campo
alto, este efecto se ha descrito anteriormente y el rango de movimiento de las sefiales entra en el

caracteristico cuando se compara CDCl; y DMSO-d6™2.
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Figura 14. Espectro de RMN H para el intermediario 3 en DMSO-d6.

El espectro de RMN 3C para el intermediario 3 en DMSO-d6 (Figura 15) muestra sefiales en &
114.95, 115.44,115.54, 131.90, 134.08, 149.49 y 164.32 ppm correspondientes para C2y C2’,C4y
C4’,C6yCh’,C3yC3',C5yC5, C7yC7 asicomo para C1Y C1’, respectivamente.

180 16l] lil[l 12[] ll]ﬂ 80 6l

Figura 15. Espectro de RMN “3C para el intermediario 3 en DMSO-d6.
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El siguiente paso consistid en la reaccion de la Bis(2-aminobenzil)hidrazona 3 con cloroformiato
de etilo en piridina, generando Bis(2-etilcarbamatobenzil)hidrazona 4, con un rendimiento del
82%. El espectro de RMN *H en CDCl; para este intermediario (Figura 16), indica a frecuencia baja
en 6 1.38 ppm una sefal triple que integra para 6 Hy en 4.29 ppm un cuarteto que integra para 4
H correspondientes al grupo etilo y a los hidrégenos en posicién 10, 10’ y 9, 9, respectivamente. A
su vez en 7.11 y 7.46 ppm se observan dos sefiales triples que integran para 2 H cada una
correspondientes a las posiciones 4 y 4’, y 5, 5’. En 7.48 y 8.48 ppm el espectro muestra dos
sefales dobles correspondientes a las posiciones 6, 6, y 3, 3°, que integran para 2 H cada una, y
por ultimo en 8.73 y 11.21 ppm, se muestran dos senales simples, ambas integran para 2 H, la
primera de ellas corresponde al hidrogeno alifatico en posicién 7, 7, y la segunda corresponde a la

sefal del hidrégeno unido al nitrogeno del grupo carbamato.

Figura 16. Espectro de RMN 'H para el intermediario 4 en CDCl;.
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El espectro de RMN *3C en CDCl; para el intermediario 4 (Figura 17) muestra sefiales en la
region alifatica en 6 14.66 y 61.77 ppm, para los carbonos del grupo etilo, C9, C9’ y C10, C10’, en el
carbamato. En 118.41, 118.55, 121.92, 132.63, 134.14 y 140.16 ppm se muestran sefales
correspondientes para C2, C6, C4, C3, C5y C1, y los respectivos C2’, C6’, C4’, C3’, C5’" y C1’, de los
anillos bencénicos a ambos lados de la molécula, a su vez, en 154.00 y 165.14 ppm, se muestran
sefales para los carbonos alifaticos C7, C7’ y C8, C8’, esta ultima sefial es caracteristica de

carbonos en grupos carbonilo.

Figura 17. Espectro de RMN *3C para el intermediario 4 en CDCl,.

El paso final de reaccién para obtener 3-(2-etilcarbamatobenzilimina)hidroquinazolona 5 a
partir de Bis(2-etilcarbamatobenzil)hidrazona 4, en rendimiento del 51%, se realizé colocando el
intermediario 4 en etanol y agregando NaBH, con agitacién moderada. El espectro de RMN 'H en
DMSO-d6 (Figura 18) muestra a frecuencia baja en 6 1.22 ppm una sefal triple que integra para 3H
y en 4.13 ppm un cuarteto que integra para 2H, correspondientes al grupo etilo y a los hidrégenos
en posiciéon 9° y 10, a su vez en 4.92 ppm se observa un simple que integra para 2H
correspondiente al hidrégeno en posicidon 4. Avanzando a frecuencia alta en 6.86 y 6.96 ppm, se
observa una sefial doble y una triple, ambas integrando para 1H en posicion 5 y 7 del anillo ciclico,
en 7.10, 7.20, 7.23, y 7.34 ppm, se observan una serie de seiales triples, a excepcién de la sefial en
7.23 ppm que es una doble y que se encuentra cercana a la sefial triple en 7.20 ppm ocasionando

el efecto de superposicion observado en el espectro, estas sefales corresponden a las posiciones
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6’,6,8y 4. En 7.57 ppm podemos observar una sefal doble que integra para 1H correspondiente
a la posicion 7’, a su vez en 8.08 y 8.24 ppm, podemos observar una sefial simple y una doble
ambas integrando para 1H correspondientes a las posiciones 1’ y 4’, respectivamente, estas son
las ultimas sefales correspondientes a hidrogenos en enlaces C-H; a frecuencia alta, en 9.92 y
11.30 ppm, se observan dos senales simples que integran para 1H, correspondientes a las

posiciones 1y al H en el enlace N-H, del grupo carbamato en la seccién no ciclica de la molécula.

Figura 18. Espectro de RMN *H para el ciclo hidroquinazolénico en DMSO-d6.

El espectro de RMN *3C para el producto final (Figura 19) muestra tres sefiales en la regién alifatica
en 6 14.79, 46.79 y 60.86 ppm, la sefial a 46.79 ppm corresponde al carbén en posicidon 4 dentro
del ciclo, y las sefiales restantes corresponden a los carbonos en el grupo carbamato de la
molécula en posiciones 9’ y 10’; a frecuencia alta se observan sefales para los carbonos
aromaticos en 114.33 (C8), 116.78 (C4’), 119.05 (C3’), 121.49 (C6’), 122.10 (C6), 122.56 (C5),
126.74 (C7), 128.68 (C7’), 130.17 (C5’), 132.21 (C8a), 135.83 (C5a), 137.97 (C2’) y 142.58 (C1’). Por
ultimo se observan dos sefiales caracteristicas de grupo carbonilo a 149.45 y 154.26 ppm,

correspondientes para los carbonos en posicién C2 y C8’, respectivamente
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Figura 19. Espectro de RMN “3C para el ciclo hidroquinazolénico en DMSO-d6.

El espectro de RMN 'H bidimensional, COSY (Figura 20), muestra una interaccion a tres enlaces
entre las senales en 6 1.22 y 4.13 ppm, correspondientes al grupo etilo en la seccién no ciclica de
la molécula. Las sefales en 6.86 y 7.20 ppm, indicadas en la seccion aumentada del espectro
(Figura 21), muestran una interaccion correspondiente a los hidrégenos en posicion 5 y 6 asi como
una interaccion en 6.96 y 7.20 ppm correspondientes a los hidrégenos en posicién 6 y 7 en la
molécula; las senales en 6.96 y 7.23 ppm muestran una interaccion a tres enlaces,
correspondientes a los hidrégenos en posicion 7 y 8. El espectro muestra una interaccién entre las
sefales en 7.10 y 7.34 ppm, correspondientes a los hidrégenos en posicion 6’ y 5’ en la regién no
ciclica de la molécula, de igual forma, la sefial en 7.10 ppm, presenta una interaccién con la sefial
en 7.57 ppm correspondientes a los hidrégenos en posicién 6’ y 7’; se muestra también una
interaccion entre las sefiales en 7.34 y 8.24 ppm, correspondientes a los hidrégenos en posiciéon 5’

y4'.
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Figura 21. Espectro de RMN H bidimensional aumentado para el ciclo hidroquinazolénico en DMSO-d6.
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La datos de la difraccion de rayos X para el ciclo hidroquinazolénico (Figura 22), que se obtuvo a
partir de una muestra concentrada que se colocé a evaporacién lenta con DMSO-d6 como
solvente, fueron recogidos en un difractdmetro Nonius Kappa a 273 (2) K, equipado con
detectores de area usando radiacion de Mo (Ayoxq = 0.71073 A). El resumen de los datos de
cristal y la coleccion de parametros estan enlistados en la Tabla 1 del Anexo 1. La estructura fue
resuelta por métodos directos usando SHELXS97 en el paquete Win GX. El refinamiento final se
realizo por métodos de matriz completa de minimos cuadrados en F? con SHELXTL97. Los 4tomos
de H en C, Ny O fueron posicionados geométricamente y tratados como atomos rigidos, con C-H =
0.93 — 0-98 A, y con Uiso (H) = 1.2 Ueq (C,N,O). El programa Mercury fue usado para la
visualizacién, graficos moleculares y el analisis de las estructuras cristalinas. El software usado

para preparar el material de publicacion fue PLATON.

Figura 22. Diagrama ortep para el ciclo hidroquinazolénico.

El heterociclo hidroquinazolénico muestra una conformacién semi-oblicua con parametros de
puckering19 de Q = 0.12544, 0 = 64.09° y @ = 178.9855, si el calculo comienza desde C1 a C8a, con

todos los parametros asimétricos menores a 18.33 (1)°. Se tiene ademas un angulo de torsién
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promedio ponderado de 7.94 (0.206)° y una distancia promedio de enlace del anillo ponderado de
1.4071 (0.222) A. En la estructura cristalina podemos encontrar interacciones intermoleculares N-
H..O de tipo puente de hidrégeno, como la existente en N1-H1..02 (numeracién cristalografica)
(2.8328 (2) A: 1-x, -y, -z); asi mismo, se pueden encontrar interacciones intramoleculares N-H..N
de tipo puente de hidrégeno, como la existente en N19-H19..N11 (numeracién cristalografica)

(Figura 23).

Figura 23.Representacion del ciclo hidroquinazoldnico donde se muestran las interacciones
intermoleculares e intramoleculares .

Los parametros de la celda unitaria para la cristalografia del intermediario 5 (Figura 24) son a

7.5046 (3)A, b = 20.7529 (11)A y ¢ = 11.1743 (4)A, con a = 90.000 (0) °, B = 97.890 (3) °y ¥

90.000 (0) °, generando asi un sistema cristalino monoclinico.

Por ultimo, Las distancias que existen entre los atomos que integran el heterociclo y el dngulo

de enlace son los esperados para una molécula de estas caracteristicas?® (Tabla 2 y 3 del Anexo 1).
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Figura 24. Representacion de la celda unitaria para el ciclo hidroquinazolénico.

La reaccién final que conlleva a la formacién del ciclo hidroquinazol6nico muestra en una
cromatografia de capa fina solo dos manchas aparentes, una coincidente con la materia prima
para la reaccién (Intermediario 4), y una mas perteneciente al producto de la reaccién 5; a pesar
de que la reaccion tiene un numero de hidruros equivalentes en proporcién 1:30 con relacidn al
intermediario 4 la reaccidon no concluye con la formaciéon de ambos heterociclos debido a que la
formacion del segundo heterociclo estd condicionado al ataque nucleofilico por parte del
nitrégeno restante adyacente al ciclo hidroquinazolénico que no puede concluirse por el
impedimento estérico y electrénico que se genera con la formacion del primer heterociclo y que
se pueden inferir de la Figura 22, ademads, la molécula no puede girar sobre el eje del C1'para
finalizar la reaccién del segundo heterociclo por el efecto de rigidez ocasionado por la hibridacién

sp2 del carbono.
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Con la estructura de la molécula definida a partir de la difraccion de rayos X se procedio a
realizar una serie de aproximaciones in silico de la union del ciclo hidroquinazoldnico con enzimas
clave del parasito, se escogieron dos principales, cruzaina y tripanotion reductasa, ambas han sido
estudiadas previamente y se conoce el sitio en donde los ligandos se unen con las enzimas vy

generan la inhibicién.

Tripanotion reductasa tiene un sitio activo en cada mondmero sobre el dominio Ill, se modifico
la enzima para que sdélo presentase un mondmero y la interaccion fuese llevada a cabo sobre este
dominio, se eliminaron las moléculas de agua para evitar interacciones no correspondientes a la
enzima. El docking molecular se llevo a cabo con Autodock vina?, y la visualizacion se llevo a cabo
mediante DiscoveryStudio. Los parametros para realizar el ensayo sobre el dominio Il de la enzima
son, la secuencia de aminoacidos es: Gly49-Cys52-Tyr110-Met113-His461-Thr463-Ser470; para las
dimensién de la caja se tiene: X = 18, Y = 24 y Z = 24, con Xc = -13.861 A, Yc = 21.194 Ay Zc = -
28.833 A, con un total de aproximaciones igual a 15. La Figura 25 muestra las aproximaciones
entre el ciclo hidrogquinazolénico y la enzima que presentan una conformacion tridimensional del
ciclo hidroquinazolénico que permite la interaccion entre el ligando y la proteina, estas

interacciones son, en su mayoria, de tipo puente de hidrogeno y en ocasiones de tipo T — .

Cruzaina tiene solo un dominio catalitico, para el estudio se eliminaron las moléculas de agua
para evitar interacciones no correspondientes a la enzima. El docking molecular se llevé a cabo de
la misma forma que en el estudio anterior. Los parametros para realizar el ensayo sobre la enzima
son, la secuencia de aminoacidos es: GIn19Gly20-Gly23-Ser24-Cvs25-Trp26-Thr59-Asp60-Ser61-
Ser64-Gly66-Leul157-Asp158-His159-Gly160-Trpl177; para la dimensidn de la caja se tiene que: X =
30, Y =20y Z =32 con Xc = 98.345 A, Yc = 19.594 A y Zc = -16.391 A, con un total de
aproximaciones igual a 15. En la Figura 26 se muestran los aproximaciones que presentaron

interacciones entre el ciclo hidroquinazoldnico y la enzima.
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Figura 25. Representacion del ciclo hidroquinazoldnico con algunos residuos del sitio activo de
Tripanotion reductasa

En A) la Figura 25 muestra dos interacciones tipo puente de hidrégeno entre el residuo de Tirosina
en 110 (O-H(Tyr)..0(C8), 3.2074) y (0..0-H(Tyr), 3.0514) y dos interacciones entre el residuo de
Serina en 470 (O-H(Ser)..N1, 3.1544) y (N1-H..O(Ser), 2.4224). B) Muestra dos interacciones entre
el nitrégeno y el oxigeno del carbonilo del grupo carbamato y la Tirosina en 110 (O-H(Tyr)..N(C3’),
2.9824) y (O-H(Tyr)..O(C8’), 3.152A)y una interaccién entre O(C2) y la Histidina 461 (O(C2)..N(His),
2.961A), C) Muestra una interaccién entre el oxigeno del carbonilo en el grupo carbamato y la
Serina 470 y una interaccidén tipo m — 1 del benceno no unido al heterociclo y el imidazol del
residuo de Histidina en 461 (4.124), asi como una interaccién entre el residuo de Ser en 470 y
0(C8’), (8(C8)..0-H(Ser), 2.974A). D) Muestra una interaccion entre el N1 y el residuo de Serina en
470 (O-H(Ser)..N1, 3.1724) y una interaccién entre el carbonilo del grupo carbamato y el residuo
de Treonina en 463 (N-H(Thr)..O(C8’), 3.161). No se muestran todas las representaciones debido a
gue no todos presentaban interaccién con algin atomo del heterociclo; de igual forma las
interacciones mostrados no son todas aquellas que se presentan en la molécula, pueden existir
interacciones de tipo electroestaticas y de Van der Waals entre el ciclo hidroquinazolénico y la

enzima.
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E— 5 b -
Figura 26. Representacidn del ciclo hidroquinazoldnico con algunos residuos del sitio activo de

Tripanotidn reductasa Cruzaina (Cruzapaina)
En A) la Figura 26 muestra una interacciéon de tipo puente de hidréogeno entre el H(N1) y el residuo
de Glicina en posicién 20 (N1-H..0(Gly), 2.225 10\), y otra interaccidn entre el oxigeno del carbonilo
en el carbamato y el residuo de Histidina en 159 (N-H(His)..O(C8'), 2.137A), ademas una
interaccion tipo m — m entre el benceno unido al heterociclo, el indol del residuo de triptéfano en
177 y el imidazol del residuo de Histidina en 159 (5.51,4.49 A). B) Muestra una interaccion entre el
02(C2) y el residuo de Triptéfano en 177 (N-H(Trp)..0(C2), 2.0984). C) Muestra una interaccion de
tipo puente de hidrogeno entre H(N1) y el residuo de Glicina en posicion 66 (N1-H..O(Gly),
2.406A)). Las interacciones que se muestran son solo aquellas que la conformacién de la molécula
genera una interaccién entre el ciclo hidroquinazoldnico y la enzima, en los ensayos que no se
presentan se puede observar interacciones entre el grupo carbamato y la enzima, ademas, las
interacciones mostradas Unicamente son de tipo puente de hidrogeno pero entre las
aproximaciones mostradas y las que no se muestran pueden existir interacciones de tipo

electroestaticas y de Van der Waals entre el ciclo hidroquinazolénico y la enzima.
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7. CONCLUSIONES

Se realizaron las aproximaciones sintéticas de acuerdo al esquema propuesto y la
. . 1 1 . . . o
caracterizacion estructural por RMN de 'H y *C de los intermediarios y el producto final,

asi como la difraccién de rayos X para el producto hidroquinazoldnico 5.

Se generd una molécula hidroquinazoldnica con sustituyentes sobre el N3 del heterociclo

con posibilidades de ser activa contra parasitos.

Se realizé el cierre del ciclo a través de una reaccion que involucra al grupo carbamato y el

ataque de un nitrégeno proveniente de la hidrazina.

Se realizaron aproximaciones in silico entre el ciclo hidroquinazolénico y dos enzimas
especificas del parasito mostrando interacciones entre el ciclo hidroquinazoldnico y las

enzimas.

La metodologia empleada permitira el disefio de moléculas de naturaleza
hidroguinazoldnica con puntos que pueden ser funcionalizados para brindar o mejorar

actividad farmacolégica.
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8. RECOMENDACIONES PARA TRABAJOS FUTUROS

La sintesis del ciclo hidroquinazolénico es la primera aproximacion para la generacién de una nueva
molécula contra la enfermedad de Chagas que puede combinarse con farmacos especializados
para tener un mejor tratamiento T. cruzi, pero una sola molécula no es suficiente para poder
ofrecer buenos resultados con respecto a la efectividad del ciclo y de su capacidad para poder
eliminar el parasito del huésped; para poder obtener resultados de que el ciclo hidroquinazolénico
es efectivo contra la enfermedad de Chagas pueden realizarse modificaciones al ciclo ya
sintetizado o generar ciclos diferentes a partir del cambio de la molécula que reacciona con el
intermediario 3 para formar el carbamato, de esta forma, la molécula puede funcionalizarse de
acuerdo a las necesidades que se tienen con respecto a las diferentes dianas terapéuticas

(enzimas) o de acuerdo con un diagrama de Craig.

La funcionalizacién del heterociclo puede realizarse entonces de la siguiente forma:

H
R N
H,N \([)l/
X N\ e
N7 + 2 )L—» N| +  2HCl
Cl R
- )O]\
N R

RTOBUt' CHy' CN' Ph
Figura 27. Funcionalizacion del ciclo hidroquinazoldnico previo al cierre intramolecular.

De esta forma cuando se realice el cierre intramolecular del anillo se pueden generar diferentes
sustituyentes para el ciclo y ademas conocer si se puede deshidratar el carbonilo para generar un
ciclo hidroquinazolinico (Para el caso de R = CH3 y Ph); de la misma forma el ciclo puede
funcionalizarse una vez generado el anillo debido a que el grupo carbamato que no reacciona para
generar el segundo ciclo puede desprotegerse liberando el grupo amino tal como en una reaccién
de desproteccion para el grupo N-Boc, de esta forma el grupo amino puede reaccionar como

nucledfilo y generar sustituyentes de la molécula.
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NH,

| N
fe) NH N HCI / \N

Y \N > )\
¢ O/J‘\H o N

H

Figura 28. Desproteccion del ciclo hidroquinazoldnico a través del grupo carbamato para su
funcionalizacién.

Por ultimo, el ciclo hidroquinazoldnico puede funcionalizarse a través de reacciones tipicas sobre
los anillos bencénicos tales como nitracién, alquilacion de Friedel y Crafts, sulfonacion,

halogenacidn, etc.

R
X |
AN
| HNO,4 o NH |N
o NH N
NN —_— Y = )
H,S0, —r
/J’\ NN
T T

R T NO,

Figura 29. Funcionalizacion del ciclo hidroquinazolénico por nitracion.
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10. ANEXOS

10.1 Anexo 1

Tabla 1. Datos del cristal y del refinamiento para el intermediario 5

Intermediario 5 Parametro
Formula empirica C1sH15N4O5
Peso formula 3384
Temperatura 273(2) K
Longitud de onda 0.71073A
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P2./c

Dimensiones de la celda unitaria

a=7.5046 (3) A

b =20.7529 (11) A

c=11.1743 (4) A

a = 90.000 (0)°

B =97.890 (0)°

¥ = 90.000 (0)°

Volumen 1723.82 (7) A3
Z 4

Densidad (calculada) 1.30 g/cm?
Coeficiente de absorcién 0.091 mm™
F(000) 712.0

Rango de theta para la coleccidn de datos 4-26.7°

Rango de indices

-9<h<9,-26<k<25,-14<1<14

Reflexiones colectadas

3581

Reflexiones independientes

2088

Cumplimiento de theta (26.7°)

100%

Método de refinamiento

Matriz completa de minimos cuadrados en F2

Datos/restricciones/parametros

2088/0/226

Calidad de ajuste en F?

1.067

indice final de R [1>2sigma(1)]

R1=0.063, wR2 = 0.138

indice R (todos los datos)

R1=0.126, wR2 = 0.166

Densidad electrénica residual

0.166y-0.153 e A~3

Tabla 2. Longitudes de enlace para el intermediario 5 (A)

Enlace Distancia Enlace Distancia Enlace Distancia Enlace Distancia
0(2) - C(2) 1.2298(1) 0(20) - C(20) 1.2020(1) 0(21) - C(20) 1.3334(1) 0(21) - C(22) 1.4482(1)
N(1) - C(2) 1.3456(1) N(1) - C(9) 1.3943(1) N(3) - N(11) 1.3690(1) N(3) - C(2) 1.3729(1)
N(3) - C(4) 1.4530(1) N(11) - C(12) 1.2760(1) N(19) - C(14) 1.3924(1) N(19) - C(20) 1.3603(1)
C(4) - C(10) 1.4913(1) C(5) - C(6) 1.3793(1) C(5) - C(10) 1.3814(1) Cc(6) - C(7) 1.3708(1)
C(7) - C(8) 1.3791(1) C(8) - C(9) 1.3859(1) C(9) - C(10) 1.3853(1) C(12) > C(13) 1.4584(1)
C(13) - C(14) 1.4121(1) C(13) - C(18) 1.3918(1) C(14) - C(15) 1.3929(1) C(15) - C(16) 1.3691(1)
C(16) - C(17) 1.3629(1) C(17) - C(18) 1.3812(1) C(22) > C(23) 1.4107(1)
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Tabla 3. Angulos de enlace seleccionados para el intermediario 5 (°)

Enlace Angulo Enlace Angulo

C(20) - 0(21) - C(22) 117.61(1) C(4) - C(10) - C(9) 120.03(1)
N(11) - N(3) - C(4) 120.58(1) C(12) - C(13) - C(14) 124.62(1)
C(14) - N(19) - C(20) 126.01(1) N(19) - C(14) - C(13) 119.21(1)
N(1) - C(2) - N(3 116.47(1) C(14) - C(15) - C(16) 120.93(1)

C(5) - C(6) - C(7) 119.50(1) C(13) - C(18) - C(17) 121.73(1)

N(1) - C(9) - C(8) 120.76(1) 0(21) - C(20) - N(19) 108.81(1)

C(4) - C(10) - C(5) 120.79(1) N(11) - N(3) - C(2) 114.00(1)

N(11) - C(12) - C(13) 121.72(1) N(3) - N(11) - C(12) 120.17(1)
C(14) - C(13) - C(18) 118.29(1) 0(2) - ¢2) - N@3) 121.49(1)
C(13) - C(14) - C(15) 118.76(1) C(6) - C(5) - C(10) 120.80(1)
C(16) - C(17) - C(18) 119.16(1) c(7) - C(8) - ¢(9) 119.42(1)
0(20) - C(20) - N(19) 126.60(1) c(8) - c(9) - c(10) 120.27(1)
@) - N1) - C9) 125.18(1) C(5) - C(10) - C(9) 119.12(1)

C2) - NG3) - c(4) 125.05(1) C(12) - C(13) - C(18) 117.09(1)

0(2) - C(2) - N(1) 122.04(1) N(19) - C(14) - C(15) 122.03(1)

N(3) - C(4) - C(10) 112.60(1) C(15) - C(16) - C(17) 121.06(1)
cl6) - c(7) - c(8) 120.81(1) 0(20) - C(20) - O(21) 124.58(1)

N(1) - C(9) - C(10) 118.97(1) 0(21) - C(22) - C(23) 111.11(1)
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